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 第1章序論
 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin(TCDD)や3,3,4,4-tetrachlorobiphenyl(PCBの一種)のよう
 なハロゲン化芳香族炭化水素や3-methylcholan山rene(3-MC)等の多環芳香族炭化水素化合物の投与
 によって生体内においてArylhydrocarbonhydroxylase(AHH)活性の上昇が見られる。このAHH
 活性上昇にはシトクロームP-4501A1(CYPIA1)と呼ばれる薬物代謝酵素の誘導が関与している。
 TCDDによるCYPIA1の誘導はCYPIA1遺伝子の51上流領域のXRE(xenobioticresponsiveelement)
 という薬物による誘導に関与するシスエレメントによって仲介される。XREはTNGCGTGというコア配
 列を持っている。TCDDの受容体であるAhRは,805アミノ酸から成るタンパク質で,bHLH-PAS構造
 を持っている転写因子であり,Amt(AhRnucleartranslocator)と呼ばれるパートナー分子と二量
 体を作り,XREに結合する。AhRは通常細胞質中に存在し,Hsp90と複合体を形成しており,リガンド
 の結合で,核へ移行し,Hsp90を解離する。その後,核内でAmtと結合しXREに結合し,CYPIA1など
 の遺伝子の転写を活性化する。AhRによるTCDDシグナル伝達にはリン酸化等による制御も含まれると
 考えられ,AhRの活性化メカニズムはもっと複雑なものであると思われる。TCDDや3-MCなどの芳香
 族炭化水素化合物の生体内投与によって起こる生体毒性としては薬物代謝酵素の誘導作用の他に,催奇形
 性,発がんのプ・モーション,上皮細胞異形成,免疫の抑制,体重減少等が知られており,これらの作用
 についてもAhRの関与が示唆されている。しかしながらこれらの現象におけるAhRの作用メカニズムは
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 不明である。この様なダイオキシン類による毒性発現'機構を解明するために,AhR自身の生体内での役
 割を探る必要がでてきた。そこでAhRの関与するダイオキシンシグナル伝達経路について以下の実験を
 行った。
 第2章AhR遺伝子のクローニング
 AhRcDNAをスクリーニングのプローブとしてC57BLマウスの遺伝子ライブラリーをスクリーニング
 して,AhR遺伝子のクローニングを行った。その結果4つのオーバーラップする遺伝子クローンが得ら
 れた。AhRは約37.5kbの長さを持ち,11個のエキソンと10個のイントロンからなっていた。この遺伝子
 クローンの制限酵素地図とゲノムDNAのDNAブ・ット解析の結果は,一致したことからAhRは単一遺伝
 子であることが示された。AhR遺伝子の全てのエキソンーイントロン構造はAG-GT則を満たすものであっ
 た。またAhRのエキソン構造は他のbHLH-PAS型転写因子のエキソン構造と良く似た構造を持っていた。
 S1マッピング法を用いてAhR遺伝子の転写開始点を求めたところ,ATGコドンより,420b上流付近に複
 数個存在していることが分かった。転写開始点から上流のプロモーター領域の塩基配列を調べたところ
 TATA-boxやCAAT-boxは存在せず,複数個のGC-boxを持ち,ハウスキーピング遺伝子と同じような
 プロモーター構造をしていた。また更に上流領域にはCREやE-box,AP-1結合サイトが見出された。
 第3章AhR欠損マウスの作製
 129SVマウスのAhR遺伝子クローンを基にして,AhR欠損マウスを作製するためのターゲッティング
 ベクターを構築した。このターゲティングベクターはAhR遺伝子の第一エキソンをLacZ遺伝子とネオマ
 イシン耐性遺伝子で置き換えることによりAhR遺伝子の破壊を行う。ES細胞にこのターゲティングベク
 ターを導入し.,相同組換え体を得ることができた。このES細胞クローンを用いて,遺伝子ターゲティン
 グ法でAhR+/一の個体を得,AhR+/～マウス同士の交配によりAhR一/一マウスを得ることができた。
 AhR一/一マウスは正常マウスと同様に生まれてきて,発生過程で死亡することはなかった。生まれてき
 たAhR一/一マウスは正常マウスと比べると若干肝臓の発達が遅れていたが,成長するにつれて,正常マ
 ウスとの差は見られなくなった。3-MCをAhR一/一マウスに腹腔内注射すると,AhR+/+あるいは
 AhR+/一マウスで見られたCYPIA1,1A2の誘導的発現が見られなくなった。また正常マウスにおいて
 は妊娠母体にTCDDを経口投与することによって100%の胎児に口蓋裂,水腎症の奇形が見られるが,
 AhR一/一マウスについて調べたところ,口蓋裂,水腎症とも全く見られなかった。AhR+/一について
 同様の実験を試みたところ,水腎症が100%起こるのに対して,口蓋裂は25%しか起こらなかった。この
 ことはTCDDによる胎児の催奇形性については,AhRは水腎症の発症には優性であり,口蓋裂の場合に
 はhaplo-insufficiencyが見られることを示している。AhR変異マウスはAhRのプロモーター依存的にβ一
 ガラクトシダーゼを発現できるのでその性質を使ってβ一ガラクトシダーゼ染色をすることにより胎児に
 おけるAhR遺伝子の発現組織を調べたところ,β一ガラクトシダーゼの活性は10.5日胚では鯛、弓,及び,
 後根神経節に見られ,その後のステージでは三叉神経節,上皮において発現が見られた。また13.5-14.5
 日胚ではTCDDで奇形の起こる口蓋や,腎盂,尿管の上皮においてもシグナルが見られた。
 第4章AhR2cDNAのクローニング
 AhR遺伝子の単離の際にAhR類似因子をコードしていると,思われる遺伝子断片を得ることができたの
 で,この因子をAhR2と名付け,cDNAクローニングを試みた。RNaseプロテクションアッセイの結果に
 よりAhR2は小腸に発現していることが見出されたので,小腸のcDNAライブラリーをスクリーニングし
 た。その結果約4.5kbからなるAhR2cDNAのクローニングに成功した。AhR2cDNAは701アミノ酸か
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 らなるタンパク質をコードしており,AhRとその一次構造を比較すると,bHLH領域で80.7%,PASA
 領域で59.6%のホモロジーを示したが,PASBに相当する領域は存在せず,またC末端半分についても全
 く保存されていなかった。AhR2mRNA発現組織を詳しく解析し直したところ,AhR,Amtが全ての組
 織で発現しているのに対して,AhR2は心臓,肺,小腸,11,5日胚で弱く発現しているのみであった。
 AhR2とAmtとの相互作用をしらべたところ,AhR2はAhRと異なり,Amtと構成的に結合することが
 示された。またHsp90との相互作用はなかった。AhR2/Amtのヘテロ二量体のXRE結合能をゲルシフト
 法で調べたところ構成的に結合した。またAhR2/Am七の転写活性化能を調べたところ,AhR2/Amtは
 AhR/Amtとは異なり転写抑制に働くことが分かった。この転写の抑制活性はAhR2にあることが分かり,
 AhR2はAmtの転写活性化能を抑えることが示され,その転写抑制ドメインはAhR2のC末端側にあるこ
 とが示された。AhR2遺伝子のプロモーター領域をクローニングしたところ,XREが二つ存在し,実際に
 マウスにおいて3-MCで誘導をかけたところAhR2のmRNAの誘導が見られた。しかしこの誘導は
 CYPIA1の誘導パターンとは必ずしも一致しなかった。
 第5章総括
 AhRはそのプロモーター領域がハウスキーピング遺伝子と同じような構造で,全ての組織で発現して
 いることから,生体内においてダイオキシンの受容体である事以外に重要な働きをしていると考えられた
 が,AhR欠損マウスの解析から発生過程においてはAhRの必然性は見られなかった。このことは発生過
 程においてはAhRの'機能を相補するメカニズムが存在することを示している。しかしながらダイオキシ
 ン類のシグナル伝達にはAhRは必須であり,ダイオキシンの毒性発現に直接的に関与していることが示
 された。
 また新たに単離されたAhR類似因子であるAhR2はAhRの活性を阻害するように働き,AhRの負の調
 節因子としてダイオキシンシグナル伝達系において新たな制御機構を与える事が証明された。
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 論文審査の結果の要旨
 ダイオキシン(TCDD)や3一メチルコラントレン(3-MC)等の環境汚染物質は生体内において薬物
 代謝酵素の誘導作用や催奇形性,発がんのプロモーション等の多岐にわたる生体毒性を発現する。このよ
 うな現象にはこれら化合物の受容体であるAhR(Arylhydrocarbonreceptor)の関与が示唆されてい
 る。
 三村純正提出の論文ではAhRの生体内の役割と,ダイオキシン類の毒性発現の機構を調べたものであ
 る。まずAhRの生体内での役割を検討するためにAhR遺伝子の単離を試みた。その結果,AhR遺伝子は
 11個のエキソンを持ち,その長さは37.5kbであることが明らかとなった。
 次に,AhRの機能を調べるためにAhR欠損マウスの作製を試みた。AhR一/一マウスは正常マウスと
 同様に生まれてきたが,正常マウスと比べると肝臓の発達が若干遅れていた。AhR一/一マウスにおいて
 は3-MCによる,CYPIA1,1A2の誘導的発現が見られなくなった。また正常マウスにおいては,母体へ
 のTCDD投与により100%の胎児に口蓋裂,水腎症の奇形が見られるが,AhR一/一マウス胎児には口蓋
 裂,水腎症とも全く見られなかった。AhR+/一では,水腎症が100%起こるのに対して,口蓋裂は25%
 しか起こらなかった。このことはTCDDによる胎児の催奇形性については,AhR遺伝子は水腎症の発症
 には優性に遺伝し,口蓋裂の場合にはhaplo-insufficiencyが見られることを示している。
 次にホモロジースクリーニングによってAhR類似因子AhR2のcDNAクローニングに成功した。AhR2
 はAhRとその一次構造を比較すると,bHLH領域,PASA領域で高いホモロジーを示したが,PASBに
 相当する領域は存在せず,またC末端半分も全くホモロジーは認められなかった。AhR2とAmtとの相互
 作用は構成的であり,その結果形成された二量体はXRE結合能を示す。AhR2/Amtヘテロ二量体の転写
 活性化能を調べたところ,転写抑制に働くことが分かった。AhR2遺伝子のプロモーター領域には
 XREが二つ存在し,マウスにおいて3-MCを投与するとAhR2のmRNAの誘導が見られ,AhR作用を抑
 制するフィードバック機構の存在が明らかとなった。
 これらの研究はAhRがTCDD等の毒性を仲介する直接的な因子であることを示し,新たに見出された
 AhR2はAhRシグナル伝達系において新たな制御機構を提示している。依って三村純正提出の論文は本人
 が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力を有することを示しており,博士(理学)の学位論文
 として合格と認める。
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